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1. RESUMEN

La inmunoterapia ha demostrado su gran potencial en el tratamiento del cdncer, una de las
principales causas de muerte a nivel mundial, ya que incrementa la respuesta del sistema
inmune del paciente que juega un papel protagonista en la defensa, progresién y prondstico
tumoral. La terapia celular adoptiva (TCA) ha sido una de las inmunoterapias mas investigadas
en los ultimos afios; ésta mejora el reconocimiento de antigenos tumorales y aprovecha los
mecanismos efectores de las células inmunitarias propias del individuo. Ha manifestado gran
utilidad en el manejo de diferentes tipos de neoplasias, logrando incluso la completa regresién
tumoral. Sigue en investigacién y desarrollo para aumentar su efectividad, especificidad y
seguridad; ya que no estd exenta de limitaciones y efectos adversos. Actualmente, en Espaia
se dispone Unicamente de dos medicamentos aprobados por las agencias reguladoras que se
basan en esta técnica, indicados en casos refractarios a otros tipos de tratamiento. En la
presente revision bibliografica se exponen los aspectos mas importantes respecto a la
inmunidad antitumoral y su relacién con la inmunoterapia; asi como el fundamento, las

diferentes estrategias y los desafios a solventar de la TCA.

PALABRAS CLAVE: inmunidad antitumoral, inmunoterapia, terapia celular adoptiva, linfocitos

infiltrantes de tumor, TCR dirigido, CAR-T.



2. ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death worldwide, and immunotherapy has proven to
have great potential in its treatment as it increases the patient's immune system response,
thus playing a key role in tumour defence, progression and prognosis. Adoptive cell therapy
(ACT) has been one of the most investigated immunotherapies in the recent years; it enhances
the recognition of tumour antigens and harnesses the effector mechanisms of the body’s own
immune cells. It has been proven to be very useful in the management of different types of
malignancies, achieving complete tumour regression in some cases. However, ACT is currently
still under research and development to increase its effectiveness, specificity and safety, as it
is not free of limitations and adverse side effects. Currently there are only two drugs approved
by the Spanish regulatory agencies that are based on this technique which are indicated in
cases refractory to other types of treatment. This review presents the most important aspects
of antitumour immunity and its relationship with immunotherapy as well as the basis, the

different strategies and the challenges of ACT.

KEY WORDS: antitumor immunology, immunotherapy, adoptive cell therapy, tumour

infiltrating lymphocytes, targeted TCR, CAR-T.



3. INTRODUCCION

La terapia celular adoptiva (TCA) o de transferencia de células T se trata de un tipo de
inmunoterapia basada en la administracidn de linfocitos T tras ser expandidos/multiplicados
y/o modificados in vitro potenciando asi el sistema inmune del individuo (1). Esta orientada
para el tratamiento del cdncer y en los Ultimos afios se han llevado numerosos estudios para
su desarrollo ya que se postula como una terapia potencialmente mas segura y eficaz que las

convencionales.

El cancer se define, segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), como “un conjunto de
enfermedades que se pueden originar en casi cualquier érgano o tejido del cuerpo cuando
células anormales crecen de forma descontrolada, sobrepasan sus limites habituales e
invaden partes adyacentes del cuerpo y/o se propagan a otros érganos” (2). A nivel mundial,
es una de las enfermedades con mayor mortalidad y morbilidad: se estima que en 2020 se
detectaron 19,3 millones casos y 9,96 millones de muertes, asociadas en gran medida al

cancer de mama, pulmdn, higado y colorrectal (3).

Cuando las células crecen de forma descontrolada dan lugar a tumores, masas anormales de
tejido, benignos o malignos. Los benignos estan formados por células no cancerosas que no
sufren metdstasis (p. ej.: lunares, verrugas o pélipos); en cambio, los malignos los conforman
células cancerosas con capacidad de invadir tejidos y corresponde siempre a un cancer. No
obstante, el cancer no siempre va asociado a la formacion de tumores, como es el caso de los
hematoldgicos (p. ej.: leucemias o linfomas), y se clasifica en funciéon de las caracteristicas

histoldgicas o el grado de extensidén que presenta (4,5).

3.1. Carcinogénesis

La carcinogénesis se desencadena con la mutacién, o la acumulacion de varias mutaciones, en
el ADN de la célula normal; de todos los genes implicados son especialmente relevantes los
protooncogenes y genes supresores de tumores. Los primeros estan implicados en el
crecimiento y multiplicacién celular, en cambio, los segundos regulan el crecimiento,
reparacidon y muerte celular. Las células mutadas adquieren la capacidad de multiplicarse de

forma descontrolada, una de las principales caracteristicas del cancer (6).



En un pequefo porcentaje de los casos, aproximadamente el 10%, las alteraciones genéticas

son hereditarias; pero en gran medida se deben a mutaciones adquiridas resultado de la

combinacidén de una serie de factores (7,8):

Factores epigenéticos: modificaciones del material genético que no alteran Ia
secuencia del ADN pero contribuyen a la inestabilidad gendmica, creando asi un
ambiente mas favorable para la carcinogénesis.

Factores fisicos: principalmente la radiacién, como la UV o los rayos X, y el estrés
mecanico sucesivo.

Factores quimicos: hace referencia a compuestos o moléculas relacionadas con la
aparicion de diferentes tipos de cdncer. Elementos como el arsénico o el cromo,
farmacos, hormonas o sustancias de consumo, entre ellos, el alcohol y el tabaco.
Factores bioldgicos: la infeccidon por determinadas bacterias, hongos, virus o parasitos
estd correlacionada con la aparicion de ciertos canceres tales como el virus del
papiloma humano (VPH) y el carcinoma de cérvix, Helicobacter pylori y el carcinoma

gastrico o Schistosoma haematobium y el cancer de vejiga.

Los agentes carcinégenos, los factores fisicos, quimicos y biolégicos anteriormente descritos,

son fundamentales para la identificacion de factores de riesgo como la edad, sexo, habitos o

tratamientos farmacoldgicos y para la prevencién del cancer evitando habitos toxicos o

vacunandose frente a VPH o hepatitis B, entre otros.

3.2.

Caracteristicas de las células cancerosas

Las células cancerosas, independientemente del tipo de cdncer, poseen una serie de

cualidades comunes; de forma general, se describieron las siguientes:

Autonomia e independencia a senales de crecimiento: se ven alteradas las vias
activadoras y/o inhibitorias de proliferacién y crecen indistintamente a las sefales
externas que regulan la homeostasia debido a la mutacidn de protooncogenes o genes
supresores de tumores (6,9,10).

Evasion de la apoptosis: bien por un desequilibrio entre proteinas que favorecen e
inhiben la apoptosis, alteraciones en la sefalizacién intercelular o pérdida de actividad

proteasa en los mediadores apoptadticos (6,9,10).



- Replicacidn ilimitada: resultado de la alteracién de los teldmeros, secuencias
repetitivas terminales de los cromosomas que protegen el ADN y rigen el nimero de
divisiones que puede tener la célula. En las células normales estas secuencias se van
acortando con cada divisidon hasta un maximo donde no pueden replicarse masy, en
cambio, en las cancerosas aumentan su tamafio. Dicha alteracién induce la expresién
de la telomerasa® oponiéndose asi al acortamiento de los telémeros y permitiendo que
la célula prolifere ilimitadamente (6,9-11).

- Angiogénesis: los tumores sélidos aumentan la liberacidon de factores angiogénicos
formando vasos sanguineos a partir de los circundantes para cubrir las necesidades
nutricionales derivadas de su crecimiento descontrolado (6,9,10).

- Capacidad invasiva y metastasica: el acceso a tejidos vecinos o a otros mas lejanos a
través de la circulacidn, respectivamente, es una de las caracteristicas principales del
cancer y uno de los motivos de su alta mortalidad. Es el resultado de alteraciones
morfolédgicas, de adhesién a la matriz y/o del receptor del factor de crecimiento
epidérmico o de transiciones epitelio-mesenquimaticas, entre otros (6,9,12).

- Alteracion metabdlica: se modifican sus vias metabdlicas para la obtencidon de
nutrientes necesarios para el crecimiento celular. Un ejemplo es el efecto Warburg,
pasan a metabolizar la glucosa por glucdlisis anaerdbica aln en presencia de oxigeno
para asi obtener mayor cantidad de metabolitos para la sintesis de componentes
(9,13,14).

- Resistencia al sistema inmune: la mayor parte de las células cancerosas escapan de la
respuesta inmunitaria bien por la inhibicién de ésta o por falta de inmunogenicidad

(p.ej. no expresan antigenos tumorales)(9,15).

Es importante destacar que un tumor no solo es un conjunto de células cancerosas localizadas
en un determinado tejido, sino que también incluye una serie de células y mediadores que en

su conjunto se denomina microambiente tumoral (TME, tumour microenvironment). El TME

! Telomerasa: enzima que se expresa en células de divisién ilimitada (p.ej.: células germinales o células madre)
que se encarga del mantenimiento de los teldmeros y, por lo tanto, de su capacidad proliferativa (11).



tiene un papel crucial en la respuesta inmunolégica y en la progresidn del cdncer ya que puede

bien estimular la accidon de las células inmunes efectoras o contribuir a la evasion tumoral.

3.3. Inmunidad tumoral

El sistema inmunitario se encarga de detectar las células anédmalas, eliminarlas y evitar su
proliferacion durante la carcinogénesis. Este proceso se denomina inmunovigilancia e implica

tanto al sistema inmune innato como adaptativo (linfocitos Ty B)(16).

Los principales mediadores de la respuesta antitumoral son los linfocitos T CD8* o citotéxicos
(CTL, cytotoxic T lymphocytes) y colaboradores o CD4*. Para su activacion, en primer lugar, las
células presentadoras de antigenos (APC, antigen-presenting cell), concretamente las células
dendriticas, reconocen e integran los antigenos tumorales, maduran y migran a los érganos
linfaticos periféricos o secundarios (ganglios linfaticos y bazo) donde interaccionan con los
linfocitos T. Como resultado, estos se activan, multiplican y diferencian en linfocitos tumor-

especificos que migran al tejido afectado (16,17).
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FIGURA 1. Ciclo de la respuesta inmunitaria antitumoral. La respuesta comienza con la liberacién de antigenos
tumorales (1) que son captados por las APCs (2) y llevados hasta los érganos linfoides secundarios donde son
presentados a los linfocitos T (3). Estos retornan a la circulacion activados (4) y pueden infiltrarse en los tumores
(5), reconocer a las células cancerosas (6) y eliminarlas mediante una serie de mecanismos efectores (7). Fuente:

(18).



Los linfocitos T CD4*, de forma general, regulan la respuesta inmune mediante la liberacion
de citocinas como el interferén y (IFN-y) induciendo una mayor respuesta por parte de los
linfocitos CD8*. Ademas, activan linfocitos B e incrementan la actividad de células del sistema
inmune innato como los linfocitos NK (Natural Killer; células citotéxicas que provocan la lisis

por liberacion de enzimas) y macréfagos (15,17).

Los CTL, en cambio, eliminan las células cancerosas mediante una serie de mecanismos: la
exocitosis de enzimas como la perforina que forma poros en la membranay permite la entrada
de la granzima, enzima inductora de la apoptosis; o la activacion del receptor Fas?, entre otros

(19,20). En consecuencia, se liberan mas antigenos y la respuesta inmune continuta (16).

Por otro lado, las inmunoglobulinas intervienen activando el sistema de complemento o
mediando la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, en la que ciertos macrofagos y
linfocitos NK producen la lisis celular. Aunque su papel en la respuesta inmunitaria frente al
cancer es secundaria, tiene mayor relevancia en su tratamiento, concretamente, en la

inmunoterapia (15,17).

Por ultimo, el sistema de complemento es un conjunto de proteinas plasmaticas asociadas a
membranas o intracelulares implicado en la respuesta inmune e inflamatoria. Es un
componente de la inmunidad innata que facilita la fagocitosis, produce la lisis de células
afectadas y también potencia la actividad de linfocitos. Pero por otro lado, como indican los
ultimos estudios, participa también en la iniciacién, promocién y metdstasis de las neoplasias

(21).

3.3.1. Antigenos tumorales

Un antigeno es cualquier molécula, exdgena o enddgena, susceptible de ser reconocida por el
sistema inmune y desencadenar una respuesta. Este concepto engloba un gran nimero de
moléculas bioldgicas y en el caso de las células cancerosas son generalmente peptidicas;

destacan las siguientes:

2 Los CTL expresan una proteina de membrana denominada ligando Fas (FASL) que, al interaccionar con el
receptor Fas presente en las células, produce su apoptosis por activacion de la proteina FADD (Fas-associated
death domain)(19).



- Neoantigenos: cadenas proteicas anormales resultantes de mutaciones pasajeras que
se encuentran Unicamente en células tumorales y no condicionan la creacién de
tumores (15,22).

- Productos de virus oncogénicos: los virus de ADN implicados en la carcinogénesis al
integrarse en el material genético de las células sintetizan moléculas proteicas
reconocibles (15).

- Antigenos oncofetales: proteinas presentes durante el desarrollo fetal y que en
adultos se relacionan con estados inflamatorios y/o neoplasicos. Principalmente la a-
fetoproteina y el antigeno carcinoembrionario (14,15).

- Proteinas celulares: proteinas normales sobreexpresadas o en localizaciones no
habituales como es el caso de los antigenos cancer-testiculo. Estos se expresan en
células de la linea germinal y en el tejido placentario de forma normal y en varios tipos
de cancer como los melanomas (15,23).

- Glucoproteinas y glucolipidos de superficie: las células cancerosas expresan estas
macromoléculas de forma excesiva o anémala debido a la alteracidn metabdlica y de

expresion de enzimas (15).

Los antigenos, para ser reconocidos por los linfocitos T, deben expresarse en la superficie
celular asociados a proteinas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC; major
histocompatibility complex) de clase | o Il, presentes en todas las células nucleadas o en las
APCs, respectivamente. El MHC | interviene en la activacién de los linfocitos CD8* y presenta
antigenos que se encuentran en el citoplasma de la célula. En cambio, el MHC Il presenta
antigenos extracelulares, previamente ingeridos por las APCs y expresados en su superficie

para activar asi a los CD4*(17).

Asimismo, algunas células dendriticas mediante la presentacién cruzada pueden activar los
CD8* captando células muertas o antigenos, procesandolos y presentarlos en moléculas del
MHC . En cualquier caso, para ser activados, el receptor de los linfocitos T (TCR, T cell receptor)
debe reconocer sincrénicamente el antigeno y aminodacidos del MHC y darse una serie de

sefiales secundarias estimulatorias (puntos de control inmunitarios)(17,24).



3.3.2. Mecanismos de resistencia tumoral

Habitualmente el sistema inmune es incapaz de hacer frente a la progresién neoplasica. Las
células cancerosas evaden la respuesta inmunitaria, tal y como se menciond anteriormente,

bien por la pérdida de inmunogenicidad o por inhibiciéon inmune (15).

En el primer caso, las células cancerosas menos inmunogénicas sobreviven debido a la
seleccion por parte del sistema inmune que elimina a las mas inmunogénicas. Este fendmeno
implica la aparicion de mutaciones, favorecida por la inestabilidad genética caracteristica de
las neoplasias, que provocan una menor expresion de antigenos tumorales o de moléculas
implicadas en su presentacién, como las del MHC |. En consecuencia, los CTL son incapaces de

reconocerlas y eliminarlas (14,15).

Por otro lado, la respuesta antitumoral puede ser inhibida por moléculas o células con
capacidad inmunosupresora. Entre las mas estudiadas se encuentran dos moléculas
implicadas en la inhibicion de linfocitos T: CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) y PD-1
(programmed cell death protein 1), de interés en inmunoterapia. El aumento en su expresion
se debe principalmente a la sobreestimulacién de CTL que produce el agotamiento del
linfocito y la expresion de moléculas inhibidoras. Ademas, células como los linfocitos
reguladores o células supresoras derivadas de mieloides, presentes en TME, pueden inhibir la

respuesta inmune mediante la liberacidn de citocinas supresoras (15,16).

Estos mecanismos son relevantes para entender como funciona la resistencia por parte de las
células cancerosas, imprescindible para su progresién y metdstasis, y como diana en

inmunoterapia.

3.4. Tratamiento antineoplasico

Los objetivos en la terapia antineoplasica son detectar y/o caracterizar las células cancerosas,
eliminar o reducir el tamano de los tumores, potenciar la funcién inmune del paciente,
mejorar la calidad de vida paliando la sintomatologia grave y buscar la combinacién de
terapias complementarias mas adecuada. En la seleccidn de la terapia se tiene en cuenta: el
tipo y estadio del cdncer, caracteristicas del paciente y del tumor, las sinergias entre

tratamientos, sus efectos adversos y las posibles complicaciones.



A continuacion, se describen los principales abordajes utilizados frente al cancer:

Cirugia: se utiliza en tumores sélidos localizados, es decir, cuando no existe metastasis
a otros tejidos aunque también puede ser efectiva como medida paliativa. De forma
general, se extirpa el tumor primario o la lesion sospechosa para evitar asi su
progresién y diseminacién o con fines diagndsticos. Es habitual, p. ej., en cancer de
mama, pulmdn o colon (25).

Radioterapia: se aplican radiaciones ionizantes, como rayos y o X, que dafan el
material genético, las proteinas y las membranas mediante la formacion de radicales
libres. Es util tanto en monoterapia, en combinacién, como coadyuvante o como
tratamiento paliativo en casos de dificil remision (25).

Quimioterapia: consiste en la administraciéon de farmacos que actian principalmente
por dos mecanismos: alterando la sintesis de acidos nucleicos y otras macromoléculas
o impidiendo la divisién celular. Se incluyen también los tratamientos hormonales,
utiles en canceres hormonodependientes como el de mama y el de préstata (25,26).
Inmunoterapia: potencia la respuesta del sistema inmunitario del paciente y ejerce
una acciéon mas especifica frente a las células cancerosas que las anteriormente
descritas; lo que reduce potencialmente los efectos adversos ligados a la terapia
antineoplasica. Teniendo en cuenta el papel del sistema inmune en el cancer (ver
apartado 3.3.), la inmunoterapia se desarrolla en base a tres objetivos o dianas:
potenciar la interaccidon entre linfocitos T y APC, el bloqueo de los mecanismos
inhibitorios o puntos de control y la transferencia de células o mediadores inmunitarios

(16).

Las limitaciones de cada tipo de tratamiento en ocasiones dificultan el abordaje del cancer y

obliga a combinarlos para aumentar asi la probabilidad de éxito. De forma general, los

principales desafios son: la efectividad en estadios metastasicos, Utiles Unicamente la

guimioterapia e inmunoterapia; los efectos adversos asociados, sobre todo gastrointestinales,

dermatoldgicos y hematoldgicos; y la susceptibilidad del tumor como es el caso los tumores

mas irrigados y en divisidn celular, mas sensibles a la quimioterapia y radioterapia (25,26).

10



En este contexto, tiene gran relevancia la TCA ya que soluciona gran parte de los retos
terapéuticos actuales: son efectivos tanto de forma local como sistémica en algunos tipos de
cancer, tiene una gran especificidad y puede contrarrestar los mecanismos de resistencia a la

respuesta antitumoral.

11



4. OBJETIVOS

En la presente revisidn se pretende realizar una analisis exhaustivo de la bibliografia publicada
en los Ultimos anos sobre la TCA como tratamiento para el cdncer con el objetivo de:
1) Describir sus diferentes mecanismos, compararlos entre ellos y mostrar las ventajas y
limitaciones que presentan.
2) Exponer el panorama actual en lo que corresponde a investigaciones o tendencias

futuras para su aplicacidon terapéutica.

5. MATERIALES Y METODOS

La elaboracidn de la presente revision se llevd a cabo tras una busqueda y analisis detallados

de la bibliografia relacionada con el tema, principalmente material disponible en linea.

En primer lugar, para una primera aproximacién y la confeccién de la introduccion se
consultaron una serie de libros disponibles en directorios online, como ClinicalKey o
AccesMedicina, de inmunologia y biologia molecular para comprender el contexto y el
fundamento de la inmunidad tumoral y la inmunoterapia. Asi como paginas web de
organismos oficiales como la OMS, National Institutes of Health y Cancer Research Institute.
Por otro lado, la mayor parte de la informaciéon fue extraida de articulos cientificos
consultados en bases de datos, principalmente PubMed, y buscadores académicos como

Google Académico y ScienceDirect.

Se seleccionaron aquellas fuentes publicadas preferentemente en los Ultimos cinco afios,
tanto en inglés como en espanol, y su busqueda se acotd con términos como “adoptive cell
therapy”, “inmunidad AND (antitumoral OR tumoral)”, “inmunoterapia AND cancer” o
“therapy AND lymphocytes”. Tras la lectura tanto del resumen como del cuerpo de los
articulos se selecciond la informacién mas relevante y se resumid para aportar una visién

general y clara del tema.

12



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Inmunoterapia: generalidades y estrategias

La inmunoterapia incluye una serie de estrategias que pretenden dirigir la respuesta del
sistema inmune del paciente para la erradicacidn de las células cancerosas sin afectar a las
sanas. Tal y como se menciond anteriormente (ver apartado 3.4.), su objetivo es potenciar la
interaccion entre células inmunes, bloquear las sefiales inhibitorias o aumentar la respuesta
transfiriendo moléculas o células efectoras (16). Las principales terapias aprobadas se
fundamentan en la administracion de vacunas, virus modificados, anticuerpos,

inmunomoduladores o células inmunitarias manipuladas in vitro.

La vacunacién antitumoral puede ser preventiva, frente a agentes infecciosos relacionados
con la aparicién de cancer como el VPH, o terapéutica, aunque sigue en estudio ya que hasta
la fecha presenta una efectividad limitada. Destaca el desarrollo de vacunas con antigenos
tumorales o con células dendriticas extraidas del paciente que se expusieron in vitro a
neoantigenos. Incluyen una serie de adyuvantes, generalmente mediadores proinflamatorios
como ligandos del receptor tipo Toll o interleucina (IL)-12, para aumentar el reclutamiento de

APCs y su inmunogenicidad (15,27,28).

Por otro lado, los virus oncoliticos son aquellos modificados para infectar preferentemente a
las células cancerosas y producir su lisis, liberando asi antigenos tumorales y aumentando la
respuesta especifica por parte de CTL. Se encuentra aun en desarrollo y Unicamente uno fue
aprobado por la Agencia Europea de Medicamentos: talimogén laherparepvec (Imlygic), un
virus herpes simple tipo 1 alterado para incrementar la presentacion de antigenos y la
presencia de células dendriticas en el TME indicado en ciertos casos de melanoma metastdsico

(15,29,30).

Los anticuerpos monoclonales (mAbs, monoclonal antibodies) son inmunoglobulinas
elaboradas artificialmente que se dirigen a una diana concreta, en este contexto, a células
cancerosas e inmunes. Pueden ser puros, conjugados con radiomarcadores o farmacos
antineopldsicos, o biespecificos. Estos ultimos, estdn formados por secciones de dos

anticuerpos diferentes reconociendo asi dos antigenos distintos simultdneamente. Los mAbs
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producen la muerte celular por inducciéon de la fagocitosis, apoptosis o citotoxicidad
dependiente de anticuerpos o complemento; bloquean sefiales de crecimiento y
supervivencia o estimulan la aproximacién de los linfocitos T y los antigenos (Figura 2)

(15,29,31).

A Anticuerpo especifico frente a antigeno tumoral
de la superficie celular

Fagocitosis y
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con cancer ’ \(f}/ > = mediadas por el
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FcR por Ilnfocllos NK
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FIGURA 2. Mecanismos de accion de los anticuerpos monoclonales antitumorales. (A) Los mAbs puros inducen

la fagocitosis celular o la citotoxicidad dependiente de anticuerpos o complemento. (B) Los mAbs conjugados
con farmacos antineoplasicos facilitan su llegada al sitio de accién. (C) También existen anticuerpos especificos
que bloquean sefiales imprescindibles para la supervivencia celular; (D) y biespecificos que aumentan la

proximidad entre el CTL y el antigeno. Fuente: (15).

Otra alternativa terapéutica es la administracion de moléculas, denominadas
inmunomoduladores, que regulan la actividad inmune bloqueando los mecanismos
inhibidores o potenciando la respuesta innata y/o adaptativa. Las mas utilizadas son las
citocinas estimuladoras como [L-2, IL-12 e IFN-a que inducen la maduracion, multiplicacién y

activacion de linfocitos y células dendriticas; y los inhibidores de puntos de control (15,31).

Los puntos de control, en ocasiones, estan asociados a vias de inhibicion de la respuesta
inmune fundamentales para evitar la autoinmunidad y que son utilizadas por la células

tumorales como método de evasién. Se basan en la interaccién entre moléculas de superficie
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presentes en los linfocitos y las células que, en ultima instancia, bloquea la activacién de los
linfocitos T. Cobraron especial relevancia a raiz de las investigaciones llevadas a cabo por
James P. Allison y Tasuku Honjo, a los que se les atribuyé el Premio Nobel de Medicina de 2018
por el desarrollo de anticuerpos frente a CTLA-4 y PD-1, respectivamente. La inhibicidn de
estos dos puntos de control fue la que obtuvo mejores resultados; de hecho, los Unicos

farmacos aprobados de este tipo se dirigen a estas dos dianas (Figura 3) (15,29,32).

A Induccion de respuesta inmunitaria antitumoral en ganglio linfatico

Péptido tumoral-MHC
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B7 CTLA-4 CTLA-4 0
CD28 Anti-CTLA-4 =
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TCR
Célula [T N e
tumoral CTL
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Anti-PD-L1 pii'pD-1 (Celula tumoral muerta)

FIGURA 3. Mecanismo de accidén de los inhibidores de CTLA-4 (A) y PD-1 (B). El bloqueo de CTLA-4 permite la
activacion de linfocitos T CD8* o CD4*; en cambio, el bloqueo de PD-1 facilita la eliminacidn directa de células

tumorales. Fuente: (15).

Por ultimo, a lo largo de los ultimos anos, ha cobrado especial relevancia las terapias que
emplean células inmunitarias manipuladas in vitro, denominadas terapias celulares
adoptivas, por su caracter innovador y prometedor en el tratamiento del cancer. Se basan en
aumentar su capacidad de reconocimiento tumoral y actividad aprovechando sus propios
mecanismos efectores. Ademas, al tratarse de células vivas, potencialmente pueden dividirse
en el paciente provocando una respuesta mucho mds duradera que otro tipo de

inmunoterapias.

6.2. Terapia celular adoptiva

La TCA se basa en la administracién de células inmunitarias manipuladas in vitro;

concretamente linfocitos T autdlogos, del propio paciente, o alogénicos, de otro individuo
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(28). Su objetivo principal es la potenciacién y aumento de la especificidad de la respuesta
inmune y la consiguiente eliminacidn de las células cancerosas hasta su completa regresion.
Esto no ocurre en todos los casos por lo que se tiene que recurrir, en ciertos pacientes, a la

terapia combinada y por lo que es fundamental la investigacién continua.

Los primeros indicios de su efectividad terapéutica se remontan a finales de los afos 80
cuando se descubrié que la infusién de linfocitos infiltrantes tumorales (TIL, tumour-
infiltrating lymphocytes) presentaba actividad antitumoral relativamente efectiva (33).
Posteriormente se desarrollaron diversos enfoques o estrategias terapéuticas considerando
el papel de distintos tipos de células en la inmunidad tumoral asi como los avances
tecnoldgicos de los ultimos afios. Esto permitid desde la multiplicacion o expansidon de
linfocitos hasta la modificacién genética de los mismos para el reconocimiento de antigenos

especificos.

Se diferencian dos mecanismos principales: la seleccion y expansion de linfocitos, como la
terapia con TIL, y la modificaciéon genética de linfocitos T, como es el caso de la terapia con

TCR dirigido y CAR-T, Chimeric Antigen Receptor T — Cell.
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) .
;
'
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FIGURA 4. Principales estrategias de la TCA. (a) Se extraen TIL de muestras tisulares del tumor, se aislan y se
expanden para infusionarlos de nuevo. (b) Se obtienen linfocitos T mediante aféresis, se manipulan

genéticamente in vitro para que expresen TCR o CAR especificos y se reinfusionan al paciente. Fuente: (34).
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Actualmente, se cuenta con un nimero muy reducido de fadrmacos de este tipo aprobados por
las agencias reguladoras aunque se estan llevando a cabo ensayos clinicos en numerosos

paises, incluido Espafia, para su desarrollo y aplicacidn en diferentes neoplasias.

6.2.1. Terapia con células TIL

Las primeras terapias celulares adoptivas estudiadas se basaron en la obtencidn de linfocitos
autodlogos obtenidos de sangre periférica o de tejidos tumorales que se activaron vy
expandieron in vitro para finalmente reinfusionarlos al paciente (15). Concretamente, la
terapia con células TIL supuso un antes y un después en la TCA; fue precursora de numerosos
estudios y ensayos clinicos a raiz de su efectividad frente al melanoma metastasico. En los
diferentes ensayos llevados a cabo logré resultados clinicos, aproximadamente, en la mitad

de individuos tratados y la regresidon completa en el 10% de estos (34).

Los TIL son poblaciones de células inmunitarias formadas principalmente por linfocitos T CD8*
y CD4*, linfocitos B y células del sistema inmune innato que se encuentran en los tumores
solidos y tienen un papel fundamental en la defensa antineopldsica (35). A pesar de su
potencial, la progresidon tumoral es posible debido a la inhibicidn de estas células consecuencia

del contexto en el que se etablancuentran, el microambiente tumoral o TME.

El TME estd constituido por una variedad de células cancerosas, inmunitarias (Tabla 1) y del
tejido conjuntivo como fibroblastos o células endoteliales. Los fibroblastos se encargan del
mantenimiento y organizacidn estructural de la matriz extracelular; pero con la carcinogénesis
estos se ven alterados llegando a facilitar y/o promover la progresidén tumoral: liberan factores
de crecimiento, alteran la permeabilidad del tejido y redinen células endoteliales favoreciendo

la angiogénesis, caracteristica de la mayor parte de tumores sélidos (36).
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TABLA 1. Papel de las principales células inmunitarias del microambiente tumoral. Fuente: (36).

Componente mas abundante. Dos tipos activados por diferentes
subgrupos de linfocitos CD4*:
Macréfagos *= M1: actividad proinflamatoria y antitumoral liberando mediadores
estimuladores.
= M2: inmunodepresores produciendo citocinas inhibitorias.

= N1: actividad antitumoral; incrementan la respuesta inflamatoria y la
Neutrdfilos activacion de CTL.
= N2:inhiben de larespuesta antitumoral y estimulan de la angiogénesis.

Células dendriticas = Imprescindibles para la activacion y multiplicacidn de linfocitos T.

Células progenitoras mieloides, macréfagos, granulocitos y células
Células mieloides @ dendriticas inmaduras presentes fuera de la medula ésea en situaciones
supresoras patoldgicas. Generan una entorno inmunosupresor y estan implicadas en

la angiogénesis, metastasis y resistencia terapéutica.

Linfocitos NK Eficacia limitada debido al ambiente inmunosupresor del TME.

Implicados en los mecanismos efectores y reguladores de la respuesta

Linfocitos Ty B antitumoral.

La suma de todos estos acontecimientos genera un entorno inmunodeprimido y hostil que
dificulta la accesibilidad y efectividad de las células inmunitarias tanto a nivel fisico como
funcional. Esto ocurre especialmente en tumores frios; aquellos que presentan un menor nivel
de inflamaciény, por lo tanto, de mediadores estimuladores de la respuesta antitumoral y CTL

infiltrados.

La terapia con células TIL, como otras TCAs, se desarrolla considerando estos sucesos para
conseguir una respuesta inmune prolongada. Inicialmente, para obtener las células de interés
se extraen muestras del tejido tumoral mediante biopsia o reseccion del tumor,
procedimiento quirdrgico mediante el cual se extirpa un drgano o parte del tejido. A partir de
ésta, se obtiene una suspensidn celular bien mediante métodos fisicos o enzimdaticamente
(34,35). Para incrementar la probabilidad de éxito, se pueden seleccionar los TIL que
reconocen los antigenos de interés mediante técnicas genéticas o inmunoldgicas como el

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)(35).

Después los linfocitos se expanden in vitro cultivandolos con IL-2, citocina que estimula la

supervivencia, proliferacidon y diferenciacion de linfocitos T efectores y reguladores. Se
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incrementa excesivamente el nimero de TIL que acaban eliminando las células cancerosas de
la muestra, consiguiendo asi un extracto puro de células inmunitarias. Esta etapa presenta

una duracidn variable de aproximadamente dos a cuatro semanas (33,34,37).

En la segunda etapa de cultivo, las células se someten a un protocolo de expansién rapida
durante dos semanas: se exponen a IL-2 en alta concentracidn, células irradiadas y un
anticuerpo anti-CD3 (33). Aunque en ciertos casos se debe simplificar el proceso llevando a
cabo un cultivo minimo debido a, entre otras, las dificultades tanto econdmicas como de

recursos que puede generar un proceso como este (34).

Antes de la infusién de TIL expandidos al paciente, éste se acondiciona administrando
farmacos inmunosupresores por via intravenosa, concretamente agentes alquilantes como la
ciclofosfamida y fludarabina en monoterapia o combinacién. Se trata de una etapa comun en
las tres principales estrategias de inmunoterapia celular. El objetivo es producir la
linfodeplecion no mieloablativa, es decir, reducir el numero de linfocitos sin afectar a las
células madre mieloides. De esta forma, se reduce el nimero de células inmunodepresoras y
se asegura la supervivencia de las células infusionadas y el efecto prolongado de las mismas;
ya que se evita la competicion por citocinas estimuladoras enddgenas y las reacciones

autorreactivas (33,34).

Para finalizar, los linfocitos se infusionan al paciente tras asegurar su pureza mediante
citometria de flujo; y se administran por via endovenosa dosis altas de IL-2 para asegurar la

eficiencia de la terapia y la subsistencia de los TIL transferidos (33,35).

Esta terapia es de aplicaciéon Unicamente en el tratamiento de canceres de tumores sélidos,
ya que son de los Unicos que se pueden obtener células TIL; suponen aproximadamente el
93% de casos a nivel mundial de los ultimos cinco afos, por lo que, podria ser util para una
gran parte de las neoplasias (3). Aunque, debido a las reacciones adversas y limitaciones que

presenta, su aplicacion en clinica se encuentra muy restringida:

- Aislamiento de TIL: la obtencion de células T funcionales o de un nimero adecuado de
éstas puede ser un desafio, especialmente en tumores frios. Ademas pueden ser
insuficientemente inmunogénicos a causa de la baja carga mutacional del tumor,

mutaciones no hereditarias que condicionan la aparicidon de neoantigenos (38,39).
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- Toxicidad hematoldgica: comun a la terapia con TIL, TCR dirigido y CAR-T;
principalmente por la linfodeplecién y la administracion de IL-2 que generan linfopenia
y neutropenia acompanadas de fiebre, hipotensidn, diarrea, espasmos y edema, entre
otros (33).

- Sindrome de liberacion de citocinas (CRS, cytokine release syndrome): principal
efecto adverso de la TCA consecuencia de activaciéon de los linfocitos T infundidos que
desencadena la liberacidn intensa de citocinas proinflamatorias como IFN-y e IL-1.
Tiene un prondstico grave y potencialmente mortal; de forma general provoca cefalea,
fiebre, nauseas, taquicardia e insuficiencia respiratoria. Presenta una mayor intensidad
en aquellos pacientes con alta carga tumoral y se asocia con un mal prondstico (15,33).

- Microambiente tumoral: a pesar de la seleccidon y expansion de linfocitos que
reconocen antigenos tumorales especificos, el TME y sus vias inmunosupresoras
suponen el principal motivo de la ineficacia de la terapia con células TIL, asi como del

resto de TCAs (34,35).

En la actualidad, se sigue desarrollando el protocolo adecuado para implementar este
tratamiento y reducir sus principales efectos secundarios; por ejemplo, disminuyendo las
dosis en el acondicionamiento del paciente o implementando nuevas técnicas de cultivo y

seleccion de linfocitos (34,35).

6.2.2. Terapia de TCR dirigido

EI TCR es un heterodimero presente en la membrana plasmatica de los linfocitos T CD4*y CD8*
implicado en el reconocimiento y la activacion de estos. Concretamente, se trata de una
glucoproteina constituida por una cadena a y B (estructura mas frecuente; y y € en ocasiones)
unidas por un enlace disulfuro; cada una con una regién variable, que se encarga del
reconocimiento de antigenos, y otra region constante da baja variabilidad entre linfocitos con

funciones principalmente estructurales (40).

Los dominios variables de cada cadena, a su vez, constan de tres secuencias peptidicas que
determinan la complementariedad de antigeno y, por lo tanto, la especificidad de los
diferentes TCRs denominadas regiones determinantes de complementariedad

(CDR, complementarity-determining regions). Por otro lado, todos los TCRs llevan asociados

20



una serie de moléculas encargadas de la transduccién de la sefial tras el reconocimiento del
complejo antigeno-MHC que, en ultima instancia, producen la activaciéon del linfocito

desencadenando sus mecanismos efectores (40).
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FIGURA 5. Estructura y componentes del TCR y del complejo TCR. (A) Estructura del TCR: cadenas a y B con su
region constante (C) y variable (V). (B) Complejo TCR: receptor y moléculas asociadas (dimeros CD3ye, CD36¢ y

CD3{7). Modificado de: (40).

En lo que respecta a la inmunoterapia, mediante ingenieria genética se puede inducir la
formacién de TCRs adicionales, clonados o sintéticos, para el reconocimiento especifico de
antigenos tumorales. De forma general, se obtienen linfocitos T del paciente u otro individuo
sano, se expanden y se introducen genes codificantes de TCR mediante vectores virales o
CRISPR/Cas9, entre otros, para después infusionar los linfocitos modificados al paciente

(33,34).

Los linfocitos pueden ser obtenidos de masas tumorales o de la sangre periférica mediante
aféresis, procedimiento mediante el cual se extrae un componente sanguineo sin la necesidad
de retirar una unidad de sangre total. En este caso, se denomina leucoféresis ya que
Unicamente se extraen los linfocitos devolviendo al torrente sanguineo el resto de las

fracciones.

Posteriormente, los linfocitos T capaces de reconocer antigenos tumorales se aislan, se

expanden y se secuencian para la identificacion de los genes codificantes de las cadenas ay B
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del receptor, de CDRs especificos de dicho antigeno (34,38). Para ello, se cultivan en presencia

del antigeno diana y de citocinas estimulatorias como IL-2, IL-7 e IL-12 (41).

Estas secuencias se introducen en el resto de las células T extraidas, induciendo asi la
expresion de otro par de cadenas. La transduccion de los genes se lleva a cabo mediante
vectores virales aunque existen otras posibilidades como la edicién genética y la transferencia
mediante ARNm o transposones. Los mds utilizados son los retrovirus, virus de ARN que
integran su material genético en el hospedador previa transformacion en ADN, y lentivirus, un
tipo de retrovirus capaz de integrar el material genético incluso en células que no se dividen
(38). Por dultimo, al igual que el resto de TCAs, se procede a la expansion de linfocitos

manipulados y a su infusidn al paciente previamente acondicionado.

El primer ensayo clinico con TCR dirigido se realizé en 2006 frente a antigenos especificos del
melanoma consiguiendo cierta regresion del tumor; aunque presentdé toxicidad afectando a
los melanocitos sanos (34,41). A esto, se sumaron una serie de limitaciones que surgieron a

raiz de las investigaciones llevadas a cabo:

— Seleccidon del antigeno diana: tanto en la terapia con TCRs clonados como con CAR-T
aun no se ha identificado el antigeno mds adecuado para la mayor parte de neoplasias.
El blanco idéneo es aquel que conduce a una respuesta inmunitaria potente vy
selectiva; para ello debe expresarse unicamente en células cancerosas vy
preferiblemente en células madre cancerosas, intervenir en la oncogénesis y ser
suficientemente inmunogénico (38,41).

- Reclutamiento limitado de células T: ocurre especialmente en tumores frios como es
el caso del cdncer de mama, ovario, pancreas y prostata (36,38).

- Mecanismos de evasion: para que los CTL modificados ejerzan su accién y eliminen las
células cancerosas es necesario que se unan especificamente al complejo antigeno-
MHC presente en la superficie de estas y, en ocasiones, dichas células pierden la
expresion de moléculas del MHC.

- Transferencia de TCR transgénico inefectiva ocasionada por la competicion con

cadenas a y B enddgenas produciendo una expresion errénea, inespecifica o con una
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complementariedad no deseada aumentando asi el riesgo de reacciones autoinmunes
(38,41).

- Enfermedad de injerto contra el huésped: ocurre con la transferencia de células T
alogénicas, estas pueden reconocer el tejido del paciente receptor como extrafias y
ejercer una respuesta frente a él debido, principalmente, a diferencias entre los

antigenos propios o asociados al MHC (41,42).

Actualmente, se estan llevando a cabo ensayos para el desarrollo de terapias frente al sarcoma
sinovial, leucemia mieloide y cancer de mama. Los mds avanzados utilizan como diana
antigenos virales del VPH; MART-1, antigeno del melanoma reconocido por las células T-1; y
NY-ESO-1, un tipo de antigeno cédncer-testiculo presente en la mayoria de casos de sarcoma

sinovial y melanoma (33,41,42).

6.2.3. Terapia CAR-T

Un receptor de antigenos quimérico o CAR se trata de un receptor hibrido creado
genéticamente in vitro para el reconocimiento especifico de antigenos tumorales. Consta de
una region extracelular de union al antigeno, una cadena monocatenaria formada por la
combinaciéon de las regiones variables de un anticuerpo monoclonal (scFv, single-chain
variable fragment); y uno o varios dominios intracelulares encargados de la sefializaciéon
responsables de la activacion y proliferacién de los linfocitos T. En ultima instancia, se
desencadenan una serie de mecanismos efectores que producen la lisis de las células

cancerosas (33,34,43).

Los primeros indicios de la posible utilidad y el mecanismo de accién de los CAR-T se
obtuvieron a finales de los afios 80; a partir de entonces se llevaron a acabo numerosos
estudios para su aplicacién en clinica, mejorar los protocolos de obtencién y aumentar su

efectividad, llegando a aprobarse farmacos basados en esta estrategia (33,44),

Se distinguen cuatro generaciones de células CAR-T que se diferencian en su estructura
intracelular y actividad antitumoral. Los CAR-T de primera generacion, formados
exclusivamente por un dominio de unién tipo scFv asociado al complejo de transduccion CD3,
apenas mostraron actividad citotéxica por su limitada capacidad proliferativa y de

sefializacion. Los de segunda generacion presentan un dominio intracelular a mayores con
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funcién coestimuladora de CD3(, a diferencia los de tercera generacion, que presentan dos
dominios de este tipo. La adicion de sefiales coestimuladoras produce una mayor liberacion
de citocinas estimuladoras, potencia la proliferacion, activacidn y subsistencia de los linfocitos
T e induce una respuesta mds duradera generando linfocitos T de memoria (33,34,42,43). Por
ultimo, los CAR-T de cuarta generacién presentan la misma estructura que las de segunda
pero se le adicionan una serie de secuencias que, en ultima instancia, producen la expresiéon
de ILs que aumentan su actividad, contrarrestan el efecto del TME y permiten prescindir de la

linfodeplecién de acondicionamiento (33,45,46).
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FIGURA 6. Estructura y generaciones de CAR. Se observa una regién extracelular scFv constituida por la unién
de las regiones variables de las cadenas ligeras (VL) y pesadas (VH) de un anticuerpo monoclonal; una regién
transmembrana y otra intracelular formada por una regién CD3{ derivada de TCR y, en funcion de la generacion,

dominios coestimuladores (p. ej.: CD28, 4-1BB, CD27, OX40). Fuente: (45).

El procedimiento de elaboracion y administracién sigue un esquema similar al comentado
para las anteriores estrategias: obtencidn de linfocitos T CD4* y CD8* mediante leucaféresis,
transferencia de genes codificantes de CAR especificos mediante transduccidn retroviral,
expansion in vitro e infusion al paciente previo acondicionamiento mediante quimioterapia
linfodeplectiva (47). En este caso, no se suele administrar una dosis de IL-2 posterior a la

infusion de linfocitos.
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La ventaja y caracteristica principal de los CAR-T reside en que su actividad es independiente
a las moléculas del MHC, es decir, son capaces de reconocer antigenos tumorales sin la
necesidad de que sean presentados y procesados por dicho complejo (33,42,47). Su utilidad
radica en que uno de los principales mecanismos de evasién tumoral es la pérdida de
expresion de estas moléculas. Por otro lado, su propia estructura supone un reconocimiento
mucho mas especifico ya que el sitio de unién deriva de un mAb dirigido a un antigeno

concreto de interés (47).

Los resultados mds prometedores fueron obtenidos de ensayos clinicos llevados a cabo con
CAR-T de segunda generacion en el tratamiento de neoplasias hematoldgicas, llegando a logar
la remisién completa en determinados tipos de cancer. La diana terapéutica empleada fue el
antigeno CD-19, un proteina de superficie presente de forma aberrante en linfocitos B
tumorales y que se expresa en menor medida en los sanos; a pesar de ello, puede provocar la
aplasia de células B no tumorales exponiendo asi al paciente a infecciones o demas agentes

externos (43,47).

Por otro lado, ademas de las limitaciones comunes al resto de TCA mencionadas previamente,

la terapia con CAR-T no estd exenta de desafios y obstaculos para su aplicacion y desarrollo:

- Numero de antigenos diana reducido: debido a que los CAR-T Unicamente reconocen
antigenos presentes de forma innata en la superficie celular, se dispone de menos
dianas terapéuticas que otras estrategias como la de TCRs dirigidos. Especialmente
para el tratamiento de tumores sélidos, ya que los antigenos presentes en la superficie
celular tumoral estdn presentes también en la de células sanas (15,29,42).

- Toxicidad asociada a CRS: tal y como se menciond anteriormente (ver apartado 6.2.1),
el CRS es uno de los principales efectos adversos de la TCA. Puede afectar a diferentes
organos y llegar a ser grave produciendo paro cardiaco, hipoxia o dafio renal, entre
otros. Es por ello que la monitorizacién del tratamiento es critico para asegurar la
integridad del paciente y, en ocasiones, es necesario un tratamiento complementario
con corticoesteroides o mAbs (48,49).

Ademas, pacientes tratados con CAR-T dirigidos a CD19 manifestaron cierto grado de

neurotoxicidad, en la mayor parte de los casos reversible, y posiblemente derivada del
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CRS y la alteracion en la integridad de la barrera hematoencefdlica que supone
(33,42,47).

- Efectividad limitada en tumores sélidos: las caracteristicas estructurales del TME
suponen un impedimento para el acceso de células CAR-T al lugar de accién; ademas,
en este tipo de tumores es comun la sobreexpresion de ligandos de puntos de control

inmunosupresores (47).

Esta terapia es la Unica que ha alcanzado su aplicacién en clinica, aunque se siguen
investigando nuevas dianas y su utilidad en tumores sélidos. Concretamente, desde 2019 en
Espafia estan aprobados para su comercializacién dos medicamentos CAR-T: tisagenlecleucel
(Kymriah) y axicabtagen ciloleucel (Yescarta); indicados en casos de recaida o resistencia a
quimioterapia de leucemia linfoblastica aguda y linfomas de células B (30,50). Supone un
protocolo especifico y excepcional ya que implica la obtencién de células inmunitarias por
aféresis, un procesamiento y acondicionamiento especial y la vigilancia estricta del paciente y
los posibles efectos adversos que pueda referir. Estan incluidos en el Sistema Nacional de

Salud y Unicamente se pueden administrar en determinados hospitales (48,49).

6.2.3.1. Terapia CAR-NK

A raiz del éxito observado en el tratamiento de neoplasias hematoldgicas con CAR-T surgieron
nuevas modalidades utilizando otras fuentes de linfocitos y/o tipos de células inmunitarias,
gue actualmente siguen en estudio, como la terapia con linfocitos NK provistos de receptores

quiméricos (29).

Este tipo de linfocitos, propios del sistema inmune innato, presentan mecanismos efectores
muy similares a los CTL implicados en la inmunovigilancia tumoral. Como la lisis directa
mediada por enzimas, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos o la estimulacién
de la respuesta adaptativa a través de la liberacion de citocinas. Por otro lado, su mecanismo
de reconocimiento dista mucho del comentado para TCR. Disponen de una serie de receptores
activadores e inhibidores que responden a diferentes estimulos o ligandos que determinan su
actividad; como las moléculas del MHC | y moléculas asociadas a la carcinogénesis,

respectivamente (51,52).
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El proceso de obtencion de células CAR-NK es similar al ya expuesto: extraccién de sangre
periférica o del cordéon umbilical, seleccidn y activacidon de linfocitos NK, transferencia de
genes codificantes de CAR mediante retrovirus u otras técnicas, expansion in vitro y

administracion al paciente (52,53).

Se estan llevando a cabo investigaciones para su aplicacidén tanto en canceres hematoldgicos
como sélidos, ya que presentan una serie de ventajas frente a otras terapias del mismo campo;
como el aumento de la actividad antitumoral frente a células que no expresan MHC | y la
posibilidad de utilizar células alogénicas sin riesgo a rechazo. Esto supone, a su vez, una menor
toxicidad asociada al CRS y una mayor disponibilidad a la terapia por parte del paciente (51—

53).

6.3. Discusion de los resultados

Tras la comprension de los mecanismos de obtencién y de accién de las diferentes terapias
que se abordan en la presente revisidon, se han establecido una serie de similitudes y

diferencias entre las mismas que se reflejan en la Tabla 2.

TABLA 2. Caracteristicas diferenciales de las tres principales estrategias de TCA. Fuentes: (33—35,38,43,45)

TIL TCR dirigido CAR-T
Fuente de linfocitos Masa tumoral Sangre periférica Sangre periférica
Obtencion Biopsia Leucaféresis Leucaféresis

Mecanismo de c .. e s - o s "
Expansion in vitro  Modificacidon genética  Modificacidn genética

produccion
Ideth/flcaaf)n previa del No i i
antigeno diana
Linfodeplecion previa Si Si Si
Afinidad por antigenos Variable Alta Alta
tumorales
, , scFv + dominio/s
Estructura del receptor Heterodimero aff Heterodimero af .
intracelular/es

Reconocimiento

. Si Si N
dependiente de MHC I ! °

Respecto a los efectos adversos, los tres enfoques comparten gran parte de ellos ya que son

consecuencia de las etapas comunes en su procesamiento y administracion, de la
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sobreestimulacion inmunitaria que producen o del contexto en el que se desarrolla el cancer.
Es el caso de la toxicidad hematoldgica asociada a la linfodeplecion, el CRS o la accién
inmunosupresora del TME. No obstante, existen efectos secundarios y limitaciones especificas
de cada terapia tales como la obtencion de TIL en tumores frios, la transduccidon de genes
codificantes de TCR, que puede ser ineficiente o errénea, o la baja efectividad de CAR-T en

tumores sdlidos; que deben ser abordados en investigaciones futuras.

Todo esto condiciona su eficacia y aplicacién en clinica. De hecho, tal y como se comento, la
Unica terapia aprobada en Espafia es la de CAR-T por su elevada especificad e independencia
del MHC que aumentan las probabilidades de reconocimiento y por los resultados obtenidos
en el tratamiento de neoplasias hematoldgicas. El hecho de que no dependan del MHC abre
la posibilidad de reconocer antigenos no proteicos como glucolipidos o carbohidratos
presentes en la superficie celular. A pesar de ello, la terapia con TCRs clonados o dirigidos
posee un gran potencial por su capacidad de responder a un nimero superior de neoplasias.
Aunque depende de las moléculas del MHC para el reconocimiento, proporciona un mayor
banco de antigenos diana ya que se incluyen tanto los de superficie como los intracelulares,

gue acaban siendo presentados en la membrana celular.

La terapia con TIL permanece en un segundo plano debido a la heterogeneidad de las células
inmunitarias obtenidas de las masas tumorales que, en ocasiones, no producen una respuesta
lo suficientemente intensa o duradera. Por este motivo, en la Tabla 2 se sefiala una afinidad
variable para los TIL; mientras que los TCRs dirigidos y CAR-T expandidos ex vivo presentan
una mayor capacidad para interactuar con los antigenos tumorales y, por lo tanto, proliferar
in vivo. Ademas, en cada tumor existe una extensa variabilidad en el nimero de linfocitos

infiltrados por las condiciones hostiles que supone el TME.

Otra de las grandes diferencias entre la terapia con TIL y las basadas en la modificacién
genética es la naturaleza clonal de los receptores. En el primer caso, se trata de linfocitos
policlonales que pueden reconocer diferentes antigenos, no necesariamente los de interés.
En cambio, en la terapia con TCRs dirigidos y CAR-T, se dispone de células monoclonales
elaboradas para reconocer especificamente el antigeno diana. Esto a su vez, supone la

identificacidn previa de dicho antigeno, tal y como se indica en la Tabla 2; mediante, p. €j., la
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secuenciacion genética de las células cancerosas. Se asegura una mayor probabilidad de éxito,
aunque en el caso de los TCRs transgénicos se debe tener en cuenta que reconocen un
complejo antigeno-MHC concreto. Esto restringe el uso de linfocitos alogénicos debido al

polimorfismo propio del MHC, que puede producir reacciones autoinmunes.

Por ultimo, analizando las lineas de investigacion actuales de las diferentes terapias, se
observa una tendencia hacia el aumento de la especificidad y la disminucién de la toxicidad
asociada. Se mencionan a continuacion algunos de los objetivos que se pretenden lograr en

su optimizacién (33):

— Seleccién de TIL especificos que reconocen los antigenos tumorales.

- Modificacién genética de los linfocitos T para reducir la expresion de receptores o
ligandos asociados a puntos de control inmunosupresores; o para reemplazar el TCR
endogeno por el artificial disminuyendo asi el riesgo de transduccién errénea y la
competitividad por las senales estimuladoras.

- Empleo de dianas mas especificas como los neoantigenos, presentes Unicamente en
células cancerosas lo que reduciria las reacciones autoinmunes, o antigenos virales
asociados al VPH.

— Desarrollo de CAR-T de cuarta generacion que incrementan la liberacién de citocinas
estimuladoras como IL-2, IL-7 o IL-18, aumentan la permanencia y proliferacion de los
linfocitos administrados y evitan la etapa de acondicionamiento previo del paciente.

- Explorar la utilidad de la técnica con CAR en diferentes tipos de células inmunitarias,
como linfocitos NK o macréfagos.

- Combinacion con diferentes tipos de inmunoterapia como los inhibidores de puntos

de control para contrarrestar la inmunosupresidon que sufren las células suministradas.

Tal y como se ha visto a lo largo de esta revisidn bibliografica, gran parte de la dificultad reside
en la heterogeneidad de la naturaleza de los tumores y de la respuesta por parte de las células
inmunitarias. Muchos tumores suprimen activamente el sistema inmune lo que obstaculiza el
reconocimiento, proliferacion y efectividad de los linfocitos. A esto se le suma las limitaciones
intrinsecas de cada estrategia que pueden estar asociadas con ciertos efectos adversos o el

fracaso de la terapia.
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7. CONCLUSIONES

El desarrollo y progresién del cancer implica una serie de factores y alteraciones tanto
funcionales como genéticas que, en ultima instancia, proporcionan a las células cancerosas de
las caracteristicas necesarias para su supervivencia e invasion de otros tejidos. La respuesta
inmunitaria se lleva a cabo por diferentes mecanismos que involucran células del sistema
inmune innato y adaptativo; especialmente los CTL o CD8*. Aunque normalmente ésta resulta

ineficaz a causa de la evasion o resistencia tumoral.

En el tratamiento del cancer, se disponen de diversos abordajes que incluyen técnicas como
la cirugia y otras mas innovadoras como la inmunoterapia. La TCA es un tipo de inmunoterapia
individualizada que, fundamentalmente, incrementa la respuesta inmunitaria del paciente en
la defensa antineopldsica. A pesar de ello, debido a una serie de factores, no siempre resulta
efectiva. Aunque a priori se trata de una terapia altamente especifica y dirigida, no estd libre

de efectos adversos y desafios.

Se diferencian tres estrategias principales que han sido desarrolladas a lo largo de las ultimas
décadas para su optimizacion: la terapia con TIL, con TCR dirigido y CAR-T. Pese a que
presentan caracteristicas comunes, cada una posee una serie de ventajas y limitaciones que
determinan su utilidad terapéutica. De forma general, se obtienen células inmunitarias
infiltradas en el tumor o de sangre periférica, se expanden y/o modifican in vitro y finalmente

se administran al paciente.

El principal desafio al que se enfrenta la TCA es la seleccion del antigeno diana idéneo, sobre
todo que se exprese Unicamente en células cancerosas; tanto en la terapia con TCRs
transgénicos como con CAR-T. Asi como reducir la toxicidad asociada y la resistencia
terapéutica ocasionada por el entorno inmunosupresor en el que se desarrolla el cancer. Por
ello, a pesar de contar son fdrmacos comercializados basados en este tipo de terapia, es crucial
su continua investigacion y desarrollo para aumentar su efectividad, seguridad y acceso a los

pacientes.
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10. ANEXO: Tabla de abreviaturas

Abreviatura = Significado

Antigen-presenting cell

APC ] ,
Célula presentadora de antigenos
o Chimeric antigen receptor
Receptor quimérico de antigenos
o Complementary-determining regions
Regiones determinantes de complementariedad
o Cytokine release syndrome
Sindrome de liberacién de citocinas
_— Cytotoxic T lymphocytes
Linfocitos T citotoxicos
Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4
cras ympnocye antigen
Antigeno de linfocitos T citotdxicos 4
IFN-y Interferény
IL Interleucina
Monoclonal antibodies
mAbs .
Anticuerpos monoclonales
e Major histocompatibility complex
Complejo principal de histocompatibilidad
NK Natural Killer
OMS Organizacion Mundial de la Salud
S Programmed cell death protein 1
Proteina de muerte celular programada 1
. Single-chain variable fragment
scFv
Fragmento variable monocatenario
TCA Terapia celular adoptiva
T cell receptor
TCR ,
Receptor de células T
i Tumor-infiltrating lymphocytes
Linfocitos infilitrantes de tumor
Tumor microenviroment
TME ) .
Microambiente tumoral
VPH Virus del papiloma humano
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